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Ген Pou5f1 (Oct4) известен как центральный регулятор клеточной плюрипотентности, однако, мно-
гие аспекты, связанные с ролью его регуляторных элементов в транскрипционной активности близ-
лежащих генов остаются практически не изученными. В настоящем исследовании мы осуществили
биаллельную делецию промотора Pou5f1 в эмбриональных стволовых клетках (ЭСК) мыши, сохра-
нив при этом плюрипотентные свойства клеток посредством внедрения 9.8-т.п.н. фрагмента гена
Pou5f1 в транс-положение. Полученные результаты подтверждают определенные ранее границы
Pou5f1, в то время как полученные ЭСК послужат незаменимой моделью для изучения энхансерной
роли промотора Pou5f1 в регуляции транскрипционной активности окружающих его генов.
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ВВЕДЕНИЕ
Исследования гена Pou5f1 (Oct4), как основного

участника формирования плюрипотентной массы
клеток в процессе эмбриогенеза млекопитающих
начались с конца 80-х годов прошлого века. В
дальнейшем была также показана его непосред-
ственная вовлеченность в образование колоний
индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток (иПСК). К настоящему моменту он изве-
стен, как ключевой регулятор плюрипотентности,
регулирующий транскрипцию ассоциированных с
этим состоянием генов, а также как пионер-фак-
тор, способный репрограммировать дифференци-
рованные клетки за счет связывания с закрытым
хроматином (Nichols et al., 1998; Iwafuchi-Doi, Za-
ret, 2014). Однако, многие аспекты, связанные с
регуляцией транскрипции самого гена Pou5f1, рав-
но как и ролью его регуляторных элементов в
транскрипционной активности близлежащих ге-
нов остаются не в полной мере изученными.

В 2000 году Niwa с соавторами показали, что
снижение или повышение уровня экспрессии
Pou5f1 более чем на 50% ведет к дифференциации
клеток в направлении трофэктодермы или мезо-

дермы/первичной энтодермы, соответственно
(Niwa et al., 2000). Эти результаты свидетельство-
вали о наличии в стволовых клетках тонких меха-
низмов контроля экспрессии Pou5f1. В дальней-
шем был выявлен один из таких механизмов, обес-
печиваемый работой проксимального (PE) и
дистального энхансера (DE) этого гена. Оказа-
лось, что работа этих энхансеров строго зависит от
стадий эмбрионального развития и условий куль-
тивирования клеток.

Как известно, плюрипотентные стволовые клет-
ки могут находится в двух основных состояниях –
наивном и праймированном. Первое состояние со-
ответствует клеткам раннего эпибласта до имплан-
тации и обладает уникальными характеристиками.
Например, такие клетки экспрессируют, помимо
Oct4 и Sox2 специфичные маркеры – Nanog, Klf2,
Klf4, Klf5, ESRRb, которые отсутствуют в клетках
праймированых, соответствующих позднему эпи-
бласту имплантированного эмбриона. В свою
очередь последним соответствуют маркеры Otx2
и Zic2. Кроме того, каждый тип клеток зависит от
метода культивирования. Например, для культи-
вирования эпибластных стволовых клеток необ-
ходимо присутствие в среде Fgf2 и Activin A (Wein-
berger et al., 2016). Кроме того, оказалось, что DE# Эти авторы имеют одинаковый вклад в работу.
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активен в наивных плюрипотентных клетках, а PE
активируется в праймированных клетках (Choi
et al., 2016). Таким образом, эти два элемента явля-
ются частью механизма, обеспечивающего пра-
вильную пространственно-временную регуляцию
экспрессии Pou5f1.

По мере развития новых молекулярно-биоло-
гических методов, в том числе методов геномной
инженерии, были выявлены и другие потенци-
альные цис-регуляторные элементы, влияющие
на уровень экспрессии гена Pou5f1. Так, исполь-
зуя библиотеку гидовых РНК системы CRISPR/
Cas9 был разработан метод CREST-seq, применив
который, авторы обнаружили 45 CRE-элементов
(цис-регуляторных элементов) для Pou5f1. Удале-
ние этих областей ДНК оказывало влияние на
уровень экспрессии гена Pou5f1. Интересно, что
17 из таких элементов представляли собой промо-
торы других генов и находились за пределами DE
и PE (Diao et al., 2017). Такие промоторы могут
представлять собой так называемые e-промоторы –
регуляторные элементы, сочетающие в себе свой-
ства как энхансеров, так и промоторов. Более того,
Dao с соавторами показали, что 2–3% промоторов
кодирующих генов могут проявлять энхансерную
активность (Dao et al., 2017). По ряду признаков про-
мотор Pou5f1 может выступать в роли e-промотора, и
исследование такой возможности представляет не-
сомненный интерес ввиду локализации Pou5f1 в ло-
кусе, высоко обогащенном генами.

Одним из таких признаков служит исследова-
ние, связывающее последовательность POU5F1 с
аутоимунными заболеваниями. Авторами соответ-
ствующей работы было показано, что полиморфиз-
мы нуклеотидной последовательности в области
промотора этого гена ассоциированы с патогенезом
псориаза (Chang et al., 2007).

В настоящем исследовании мы осуществили
биаллельную делецию промотора Pou5f1, обеспе-
чив при этом само-поддержание ЭСК за счет
внедренной в дистальное геномное расположе-
ние функциональной копии гена Pou5f1. Полу-
ченные таким образом ЭСК послужат удобной
моделью изучения роли промотора гена Pou5f1 в
качестве е-промотора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плазмиды. Для CRISPR/Cas9-опосредованно-

го внедрения конструкций в локус Rosa26 исполь-
зовалась модифицированная плазмида pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, несущая в себе по-
следовательности Cas9, гидРНК и флуоресцентный
белок mCherry для селекции клеток. Последователь-
ность гидРНК была подобрана с использованием
онлайн платформы Benchling (www.benchling.com).

Клеточные линии. ЭСК мыши линии Pou5f1flox/flox,
в которых промотор и первый экзон гена Pou5f1
фланкированы LoxP сайтами, были описаны ра-

нее (Kehler et al., 2004). В качестве фидерных кле-
ток использовали мышиные эмбриональные фиб-
робласты (МЭФ), полученные из 14-дневных эм-
брионов мышей.

Получение митомицин-инактивированных фиб-
робластов и приготовление фидерного слоя. МЭФ,
полученные от мышей линии C57/BL6, культиви-
ровали на 10-сантиметровых культуральных чаш-
ках (Eppendorf). По достижении 100% плотности,
среду меняли на минимальный объем свежей сре-
ды, содержащей Митомицин-C (Sigma) в конечной
концентрации 10 мкг/мл. После инкубации в тече-
ние 2.5 ч клетки промывали PBS, снимали трипси-
ном и рассевали в концентрации 36 × 103/см2 или
хранили в жидком азоте.

Культивирование клеток. ЭСК мыши культи-
вировали в ЭСК-среде, в состав которой входили:
Knockout DMEM (Gibco), 15% эмбриональная
бычья сыворотка (Sigma), 100 ед./мл пенициллин
(Gibco), 100 мкг/мл стрептомицин (Gibco), 2 мМ
L-глутамин (Gibco), заменимые аминокислоты
(NEAA, Gibco), hLIF (Leukemia inhibitory factor –
лейкоз-ингибирующий фактор), приготовленный
в лабораторных условиях. Пересев клеток прово-
дился с использованием 0.05% раствора трипсина-
ЕДТА. ЭСК растили на культуральном пластике,
покрытом фидерным слоем митомицин-инакти-
вированных фибробластов. Среду меняли каж-
дый день или через день в зависимости от плот-
ности ЭСК.

Временная трансфекция. Временная трансфек-
ция осуществлялась в лунках 24-луночного план-
шета с использованием реагента FuGene HD
(Promega). За день до трансфекции клетки рассе-
вались в плотности 10 × 103/см2. За час до добав-
ления трансфекционной смеси клеткам заменяли
среду на бессывороточную (OptiMEM (Gibco) с
добавлением hLIF). Через 12 ч после трансфек-
ции среду заменяли на стандартную ЭСК-среду.
Еще через день клетки рассевали на 6-см чашки и
подвергали селекции на соответствующем анти-
биотике.

Клонирование гидовой последовательности. Ги-
довую последовательность клонировали в вектор
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 по сайтам
BpiI. Для этого исходную плазмиду линеаризова-
ли ферментом BpiI (Thermo Fisher Scientific), вы-
деляли и использовали в качестве вектора. В ка-
честве вставки использовали синтезированные
олигонуклеотиды, длиной 24–25 нуклеотидов,
содержащие специфическую гидовую последова-
тельность (20–21 нуклеотидов) и короткую по-
следовательность, соответствующую сайту ре-
стрикции (4 нуклеотида). Два частично компле-
ментарных олигонуклеотида смешивали в 10 мкл
1-кратного лигазного буфера, плавили при 96°С в
термостате, после чего медленно остужали до
40°С. В дальнейшем лигирование с 50–100 нг век-
тора проводили по стандартному протоколу.
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Создание генетической конструкции для перено-
са локуса Pou5f1. Плазмиду Rosa26-GOF-2APuro
получали в два этапа. Сначала, последователь-
ность 2A-Puro (P2A-сайт, соединенный с геном
устойчивости к пуромицину) встраивали в плаз-
миду pGOF18, содержащую 18-килобазный ге-
номный фрагмент, охватывающий ген Pou5f1
(Yeom et al., 1996). Встраивание производили пе-
ред стоп-кодоном, сохраняя рамку считывания.
После этого, из полученной конструкции выреза-
ли фрагмент 11 т.п.н., включающий последова-
тельность 2A-Puro и геномную последователь-
ность Pou5f1 (положение –5.4…+4.9 т.п.н. относи-
тельно точки начала транскрипции) и встраивали
в плазмиду Ai65(RCFL-tdT) (Addgene, Cat. 61577),
содержащую плечи гомологии к Rosa26.

Геномное редактирование. Для встраивания в
локус Rosa26 при помощи CRISPR/Cas9 техно-
логии была использована гидРНК 5'-ACTC-
CAGTCTTTCTAGAAGA-3'. После котрансфек-
ции клоны ЭСК отбирали на антибиотике пуро-
мицине с рабочей концентрацией 1 мкг/мл. В
дальнейшем отобранные колонии генотипирова-
ли методом ПЦР на наличие всех необходимых
модификаций.

Иммуноцитохимическое окрашивание. Имму-
ноцитохимическое окрашивание выполняли по
стандартному лабораторному протоколу с ис-
пользованием первичных антител против Oct4
(SantaCruz, C10, 1 : 500), Nanog (Bethyl a300-397a,
1 : 250), Sox2 (Invitrogen pa1094x, 1 : 250), Rex1 (In-
vitrogen pa5-27567, 1:200), а также Klf4 (Abcam
129473, 1 : 250). Протокол включал в себя фикса-
цию в 4% PFA в течении 10 мин, этапы пермеаби-
лизации с Triton X100 (0.1%, 10 мин), блокировки
в PBS с добавлением 1% БСА и 2% овечьей сыво-
ротки. Фиксированные клетки инкубировали с
первичными антителами в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Вторичные антитела, мечен-
ные Cy3 или Alexa 488 (Jackson ImmunoResearch)
разводили в соотношении 1 : 500 и инкубировали
с клетками в течение полутора часов при комнат-
ной температуре.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В качестве объекта исследования были вы-

браны ранее полученные нами ЭСК мыши, в
которых промотор и первый экзон Pou5f1 в обо-
их аллелях был фланкирован loxP-сайтами
(Pou5f1flox/flox) (Kehler et al., 2004).

Для создания модельной системы, в ЭСК
Pou5f1flox/flox были удалены промотор (PP) и пер-
вый экзон (ex1) обоих аллелей Pou5f1flox/flox, для
чего клетки трансфецировали плазмидой, экс-
прессирующей сшитую с доменами эстрогеново-
го рецептора ERT2 Cre-рекомбиназу. Вход реком-
биназы в ядро и выщепление указанных участков
запускались посредством добавления в среду ли-

ганда – тамоксифена. Продукт такого выщепле-
ния (Pou5f1∆/∆) является нефункциональным алле-
лем (Kehler et al., 2004), что ведет к дифференци-
ровке ЭСК. Для сохранения плюрипотентного
статуса клеток, одновременно с инактивацией
Pou5f1 flox/flox, в локус Rosa26 при помощи гомоло-
гичной рекомбинации, индуцируемой системой
CRISPR/Cas9 (Bressan et al., 2017), вводили после-
довательность гена Pou5f1, охватывающую экзо-
ны и интроны гена, а также его промотор (PP),
проксимальный (PE) и дистальный энхансеры
(DE) (положение –5.4…+4.9 т.п.н. относительно
точки начала транскрипции, рис. 1а), являющие-
ся необходимыми и достаточными элементами
для тонкой регуляции его работы в раннем/позд-
нем эпибласте. Кроме того, для отбора мутантных
клонов, непосредственно перед стоп-кодоном
была встроена последовательность устойчивости
к пуромицину, экспрессирующаяся в составе би-
цистронной последовательности совместно с
Pou5f1. Отобранные клоны генотипировали на на-
личие делеции по обоим аллелям, а также на нали-
чие вставки в локус Rosa26 (рис. 1б). Описание
стратегии генотипирования флоксированных ал-
лелей было приведено ранее (Kehler et al., 2004).
Ампликон, характеризующий вставку, соответ-
ствует 1.48-т.п.н. фрагменту, амплифицирующе-
муся праймерами, с 5'-конца затрагивающими
Rosa26 локус левее плеча гомологии, а с 3'-конца –
фрагмент встраиваемого Pou5f1. Суммарно, из
20 отобранных колоний, у 10 были удалены флок-
сированные области по обоим аллелям, и у 6 из
них был подтвержден перенос локуса в Rosa26.
Таким образом, в результате проведенных мани-
пуляций были успешно получены 6 клонов ЭСК
Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+.

Локус Rosa26 широко используется для получе-
ния трансгенных клеточных линий, в том числе с
применением системы CRISPR/Cas9. Подход, ос-
нованный на внедрении геномной последователь-
ности Pou5f1 в данный локус был выбран по причи-
не необходимости получения генетически равно-
ценных линий клеток для дальнейшего адекватного
анализа и сравнения. В противном случае, из-за не-
определенного количества копий при получении
стабильных линий, а также из-за неизвестной ге-
номной локализации таких инсерций, возможность
сделать конкретные и всеобъемлющие выводы при
сравнении линий оставалась бы спорной.

Согласно статье Karwacki-Neisius с соавтора-
ми, уменьшение уровня экспрессии Pou5f1 может
приводить к усилению плюрипотентных характе-
ристик клеток, таких как повышенный уровень
экспрессии Nanog, пониженная частота спонтан-
ной дифференцировки и усиленное связывание
белка Oct4 с энхансерами, ассоциированными с
состоянием плюрипотентности (Karwacki-Neisius
et al., 2013). В данном исследовании авторы полу-
чили и использовали гетерозиготную (Pou5f1+/–)
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линию ЭСК OKO160. В нашем же случае, помимо
создания гетерозиготности, единственный функ-
циональный аллель Pou5f1 был помещен в новое
генетическое окружение, локус Rosa26. За исклю-
чением некоторых морфологических отличий, по-
лученные ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+ обладали
сходными с ЭСК Pou5f1flox/flox и клетками дикого
типа характеристиками, продолжали нормально
пролиферировать, а также конститутивно экспрес-
сировали основной маркер плюрипотентности –
белок Oct4. Помимо этого, полученные клетки
экспрессировали другие маркеры плюрипотентно-
сти, такие как Nanog, Sox2, Klf4, и Rex1. Интерес-
но, что в сравнении с контролем ЭСК Pou5f1∆/∆;
Rosa26Pou5f1/+ показали более равномерное распре-
деление Klf4, а также более высокий уровень
Nanog, что полностью соответствует результатам
анализа ЭСК линии OKO160 (Karwacki-Neisius
et al., 2013). Таким образом, полученный резуль-
тат позволяет сделать заключение о том, что пере-
нос одной копии гена в указанных выше размерах
в эктопическое положение не отражается на плю-
рипотентных свойствах ЭСК мыши.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученный в настоящей работе результат по-

казывает, что перенос одной копии гена в экто-
пическое положение не отражается на жизнеспо-
собности ЭСК мыши. Такие клетки сохраняют
свою пролиферативную активность и экспресси-
руют продукт Pou5f1 – Oct4 на необходимом для
самообновления ЭСК уровне. Таким образом,
можно сделать вывод от том, что определенные
ранее границы Pou5f1 охватывают все регулятор-
ные элементы, необходимые для функциониро-
вания ЭСК (Yeom et al., 1996). Дальнейшие иссле-
дования, однако, должны показать, достаточно
ли этих элементов для перехода Pou5f1 в неактив-
ное состояние в ходе дифференцировки ЭСК,
равно как и для ее нормального прохождения.

Помимо этого, полученные в настоящей рабо-
те ЭСК линии Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+ будут являть-
ся ценным инструментом при изучении энхансер-
ной функции промотора Pou5f1 в отношении окру-

жающих его генов. Дальнейшее сравнение уровней
экспрессии генов в клетках с перенесенным локу-
сом Pou5f1 и в клетках с интактным аллелем помогут
указать на наличие такой функции. А дальнейшее
применение методов 3C (Chromosome Conformation
Capture) поможет это доказать. Изучение энхансер-
ных функций промотора Pou5f1 представляет несо-
мненный интерес ввиду его локализации в хромо-
сомном локусе, высоко обогащенном генами, во-
влеченными в различные биологические процессы.

Сравнивая нашу модель с другими известны-
ми клеточными моделями, позволяющими заме-
щать функцию гена Pou5f1, можно отметить ли-
нию ЭСК ZHTc6 (Niwa et al., 2000). Создание
этой линий, однако, ставило целью оценку влия-
ния уровня белка Oct4 на судьбу ЭСК мыши и ни-
как не отвечает нашими целями, так как промо-
тор гена в ЭСК ZHTc6 остается интактным. Кроме
того, в указанной работе для поддержания плюри-
потентности ЭСК был использован трансген кДНК
Oct4 под управлением CMV-промотора, что не поз-
воляет оценить регуляцию самого Pou5f1.

Кроме того, интересным является факт сохра-
нения плюрипотентных свойств полученных кле-
ток при инактивации его эндогенной экспрессии.
С одной стороны, это не удивительно, т.к. уже
были получены и клетки ZHTc6, и была проде-
монстрирована исключительная важность прок-
симального и дистального энхансеров Pou5f1
(Choi et al., 2016). С другой стороны, плюрипо-
тентные свойства этих клеток требуют дальней-
ших подтверждений, например, со стороны дина-
мики дифференцировок в разные зародышевые
листки. Недавно было показано, что существует
дополнительная характеристика плюрипотентных
стволовых клеток при смене наивного и праймиро-
ванного состояний, так называемая “стадия розет-
ки” (Neagu et al., 2020). Возможно, будут найдены и
другие, новые стадии в процессе дифференциров-
ки ЭСК, которые можно будет обнаружить, срав-
нивая полученные нами линии с контрольными.
В таком случае мы также вероятно сможем оха-
рактеризовать элементы, отвечающие за регуля-
цию и правильное прохождение таких стадий.

Рис. 1. Получение и первичный анализ модельной линии ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+. (а) Схема генетических мани-
пуляций с исходными ЭСК Pou5f1flox/flox позволившие делетировать промотор (PP) и удержать ЭСК в плюрипотент-
ном состоянии посредством внедрения 10.3-т.п.н. (тысяч пар нуклеотидов) фрагмента гена Pou5f1 в локус Rosa26. (б) При-
мер результатов генотипирования получаемых клонов. На левой картинке отображены результаты проверки вырезания
промотора и первого экзона Pou5f1. 1 – ЭСК дикого типа, 2, 4 – ЭСК Pou5f1flox/flox, 3, 5 – ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+.
Бэнды в районе 500 п.н. соответствуют детектированию флоксированного (+34 п.н. за счет LoxP сайта) и/или дикого
аллеля Pou5f1. Бэнд в районе 250 нуклеотидов соответствует детектированию делеции промотора и первого экзона
Pou5f1. На правой картинке – детектирование встраивания последовательности гена Pou5f1 в локус Rosa26, которому со-
ответствует 1.48-т.п.н. ампликон. 1 – ЭСК Pou5f1flox/flox, 2 – ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+. (в) Окрашивание получен-
ных линий Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1 на маркеры плюрипотентности – Oct4, Nanog, Rex1, Sox2, Klf4. Сравнение по ряду
маркеров с клетками ЭСК дикого типа и клетками ЭСК Pou5f1flox/flox. Сокращения на рисунке: PP – промотор, DE –
дистальный энхансер, PE – проксимальный энхансер, e1-5 – экзоны гена Pou5f1, 2А – P2A сайт, PuroR – ген устойчивости
к пуромицину, TAM – тамоксифен.
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1Institute of Cytology Russian Academy of Sciences, Tikhoretsky ave. 4, St. Petersburg, 194064 Russia
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Pou5f1 (Oct4), a key gatekeeper of cellular pluripotency, has little been studied with the regard to roles of its
regulatory cis-elements in transcriptional control of neighboring genes. In this study we have performed bi-
allelic deletion of the Pou5f1 promoter with simultaneous rescue of mouse embryonic stem cell (ESC) self-
renewal by a 9.8-kb fragment of Pou5f1 knocked into the Rosa26 locus. Our results confirm previously estab-
lished Pou5f1 gene boundaries, whereas the generated ESCs will be indispensable for further studies of Pou5f1
promoter in transcriptional regulation of neighbor genes.
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